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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nadci$nienie ptucne (PH) jest choroba rzadka o ciezkim przebiegu, mimo duzego postepu
w diagnostyce i terapii, pozostaje choroba nieuleczalna i jest obarczone duza $miertelnoscia.
Stosowana farmakoterapia poprawia jako$¢ zycia pacjentéw i wydtuza czas przezycia, ale
nie powoduje catkowitego odwrdcenia zmian patomorfologicznych i hemodynamicznych.
Przyczyna moze by¢ wieloczynnikowy patomechanizm choroby, ktéry obejmuje wiele szla-
kéw sygnatowych. Dlatego poszukuje sie nowych mozliwo$ci terapeutycznych. Stuza temu
badania przedkliniczne prowadzone m.in. na modelach zwierzecych. O trafnosci identyfikacji
potencjalnie skutecznych substancji do dalszej oceny w prébach klinicznych decyduje wiele
czynnikéw, w tym dobér wladciwego modelu badawczego. Obecnie nie jest znany idealny
model zwierzecy, ktéry w petni odzwierciedla ,,ludzka” postaé nadci$nienia ptucnego. Badania
sg najcze$ciej prowadzone na modelach klasycznych, do ktérych zalicza sie model przewlektej
ekspozycji na niedotlenienie (CH) oraz model monokrotaliny (MCT). W artykule oméwiono
wybrane modele zwierzece nadci$nienia ptucnego, ktére sg wykorzystywane w badaniach nad
skuteczno$cig potencjalnych substancji terapeutycznych. Przedstawiono mechanizm dziatania
poszczegblnych czynnikéw indukujacych PH oraz zakres wywotywanych zmian hemodyna-
micznych i histopatologicznych charakteryzujacych poszczegélne modele. Oméwiono technike
i warunki indukcji nadci$nienia ptucnego wybranych metod. Zwrécono uwage na réznice
miedzygatunkowe zwierzat doswiadczalnych. Podsumowano potencjalne korzysci i ogranicze-
nia omawianych modeli zwierzecych nadci$nienia ptucnego w badaniach przedklinicznych,
ze zwrébceniem szczegdlnej uwagi na powtarzalno$é otrzymywanych wynikéw, toksyczno$é
czynnikéw indukujacych oraz zakres zmian wywolywanych u zwierzat w poréwnaniu do zmian
w obrazie klinicznym nadci$nienia ptucnego u ludzi czy koszty eksperymentéw.

nadcisnienie ptucne - badania przedkliniczne - modele zwierzece - farmakologia eksperymentalna

Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a rare disorder with a severe course. Despite significant pro-
gress in diagnosis and therapy, PH is an incurable disease with a high mortality rate. Current
pharmacotherapy improves the patient’s quality of life and prolongs his/her longevity, but it
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does not completely reverse pathological and haemodynamic changes. This might result from
the multifactorial pathomechanism of the disease, which includes multiple signaling path-
ways. There is a need to develop novel therapies. In order to achieve this purpose, preclinical
experiments are made, for instance, on animal models. Identification of potentially effective
substances for further evaluation in clinical trials is determined by a variety of factors, inclu-
ding the selection of an appropriate test model. An ideal animal model that fully reflects the
human form of pulmonary hypertension has not been identified, as yet. Generally, studies are
conducted on classical models, including the chronic hypoxia model (CH) and monocrotaline
model (MCT). This study presents selected animal models of pulmonary hypertension, which
are used in efficiency tests on potentially new drugs as well as a mechanism of action of PH
inductors and both haemodynamic and histopathological changes, characteristic for each
model. The technique and conditions for the induction of pulmonary hypertension are discus-
sed for selected methods. The authors emphasized interspecific differences in experimental
animals. The article also summarizes potential benefits and limitations of animal models of
pulmonary hypertension in preclinical studies, with consideration given to the repeatability
and predictability of results, the cost of experiments, the toxicity of PH inductors and the
comparability between haemodynamic and histopathological changes, induced in animals,
and changes in the clinical picture of pulmonary hypertension in humans.
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Wykaz skrétow: ~ 5-HT,, - receptor 1A serotoniny, 5-hydroksytryptaminy (serotonin receptor 1A, 5-hydroxytrypta-

mine receptor 1A), 5-HT ;- receptor 1B serotoniny, 5-hydroksytryptaminy, (serotonin receptor 1B,
5-hydroxytryptamine receptor 1B), Ang-1 — angiopoetyna-1 (angiopoietin-1), ANP - przedsion-
kowy peptyd natriuretyczny (atrial natriuretic peptide), APN — adiponektyna (adiponectin), ApoE
- apolipoproteina E (apolipoprotein E), BMP - biatko morfogenetyczne kosci (bone morphogenetic
protein), BMPR2 - receptor biatka morfogenetycznego kosci typu 2 (bone morphogenetic protein
receptor 2), CAV1 - kaweolina-1 (caveolin-1), CH - przewlekte niedotlenienie (chronic hypoxia),
CTEPH - przewlekte zakrzepowo-zatorowe nadcisnienie ptucne (chronic thromboembolic pulmo-
nary hypertension), EGF - czynnik wzrostu naskérka (epidermal growth factor), EMA - Europejska
Agencja Lekéw, ET-1 - endotelina-1 (endothelin 1), ET-A — receptor typu A endoteliny (endothe-
lin receptor A), ET-B - receptor typu B endoteliny (endothelin receptor B), FDA - Amerykanska
Agencja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration), FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw
(fibroblast growth factor), FH - szczury szczepu Fawn-Hooded (Fawn-Hooded rats), HIF-1a - czyn-
nik indukowany hipoksja 1a (hypoxia-inducible factor 1a), HMG-CoA- 3-hydroksy-3-metyloglu-
tarylo-koenzym A (3-hydoxy-3-methylglutaryl-CoA), IL-1( — interleukina-1p (interleukin 1), IL-6
— interleukina 6 (interleukin 6), i.p. - dootrzewnowo (intraperitoneally), LP — usuniecie lewego
ptuca (left pneumonectomy), m.c. - masa ciata, MCT — monokrotalina (monocrotaline), MCTP
- dehydromonokrotalina (dehydromonocrotaline), mPAP - $rednie cisnienie w tetnicy ptucnej
(mean pulmonary arterial pressure), NEP — neprylizyna (neprilisin), NO — tlenek azotu (nitric oxide),
NT-proBNP - N-koricowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B, PAB — banding tetnicy
ptucnej (pulmonary artery banding), PAH - tetnicze nadcisnienie ptucne (pulmonary arterial hyper-
tension), PAP —cisnienie w tetnicy ptucnej (pulmonary arterial pressure), PASMCs — komérki miesni
gtadkich tetnicy ptucnej (pulmonary artery smooth muscle cells), PDGF - ptytkopochodny czynnik
wzrostu (platelet-derived growth factor), PGI2 - prostacyklina, PH — nadcisnienie ptucne (pulmo-
nary hypertension), PPAR - receptory aktywowane proliferatorami peroksysomoéw (peroxisome
proliferator-activated receptors), PVR - naczyniowy ptucny opér (pulmonary vascular resistance),
RAAS - uktad renina-angiotensyna-aldosteron (renin-angiotensin-aldosterone system), RV — prawa
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komora serca (right ventricle), RVH - przerost prawej komory serca (right ventricular hypertrophy),
RVP - cisnienie w prawej komorze serca (right ventricular pressure), RVSP - cisnienie skurczowe
w prawej komorze serca (right ventricular systolic pressure), s.c. - podskérnie (subcutaneously),
SERT - transporter serotoniny (serotonin transporter), SHR —szczury spontanicznie rozwijajace
nadcisnienie (spontaneously hypertensive rats), SMC- komdrka miesni gtadkich (smooth muscle
cell), Su - sugen (SU-5416), VEGF - czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (vascular endo-
thelial growth factor), VEGF-R2 - receptor typu 2 czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego
(vascular endothelial growth factor receptor), VIP - wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive

intestinal peptide).

WSTEP

Badania przedkliniczne sg istotnym etapem rozwoju
kazdego leku. Sa podstawowym sposobem oceny efek-
tywnoéci i bezpieczetistwa nowych substancji o poten-
cjalnym dziataniu terapeutycznym. W zaleznosci od
uzyskanych wynikéw podejmuje sie decyzje o dalszych
prébach klinicznych. Préby przedkliniczne pozwalaja
m.in. na okre$lenie wlasciwosci farmakologicznych, far-
makokinetycznych oraz toksyczno$ci badanych zwigz-
kéw. Takie eksperymenty sa prowadzone w warunkach
in vitro na modelach komdrkowych lub in vivo na mode-
lach zwierzecych. Badania z zakresu farmakologii eks-
perymentalnej oparte na wykorzystaniu zwierzat
do$wiadczalnych stuza ocenie skutecznosci terapeu-
tycznej substancji. Sa takze uzytecznym narzedziem
w poszukiwaniu nowych szlakéw sygnatowych, co
przyczynia sie do zrozumienia mechanizméw lezgcych
u podstaw rozwoju chordb. Pozwala to na okreslenie
nowych punktéw uchwytu dla potencjalnych lekéw.
Modele zwierzece ciesza sie duzym zainteresowaniem
wérdd badaczy; niejednokrotnie oparte na inwazyjnych
procedurach pozwalajg na prowadzenie badari w sposdb,
ktéry bytby niemozliwy u ludzi. Wérdd nich wymienia
sie modele genetycznie modyfikowane jak i modele nie-
genetyczne. W tych ostatnich fenotyp przypominajacy
badany proces chorobowy rozwija sie po ingerencji chi-
rurgicznej (np. zwezenie/zamkniecie naczynia krwiono-
$nego), wdrozenia odpowiedniego sposobu zywienia (np.
pokarm z duza zawarto$cig cholesterolu) czy warunkéw
utrzymywania (np. przewlekte niedotlenienie). W przy-
padku tzw. modeli spontanicznych do rozwoju danej
choroby u wybranych szczepéw zwierzat dochodzi
samoistnie w wyniku okre$lonych mutacji. Na przyktad
w badaniach przedklinicznych dotyczacych cukrzycy
i otylosci stosuje sie myszy z upos$ledzonym wydziela-
niem leptyny (ob/ob) lub brakiem czynnych receptoréw
leptyny (db/db), do programowania zespotu metabo-
licznego - myszy Agouti, a w nadci$nieniu tetniczym
szczury SHR (spontaneously hypertensive rat) badZ Dahl
SS (salt-sensitive). Ogélnie, od modeli zwierzecych ocze-
kuje sie aby przyczyna i objawy (fenotyp) choroby byly
odwzorowaniem jej ,,ludzkiego” obrazu. Ztozono$¢ pato-
mechanizméw i brak pelnego zrozumienia przebiegu
wielu schorzen sprzyja wyborom bardziej uproszczo-
nych systeméw, w ktérych dochodzi do wywotania jedy-
nie pewnych sktadowych procesu patologicznego [63].
Kierowanie sie w wyborze modelu tatwoscia jego uzy-

cia, a nie stopniem odzwierciedlenia procesu patofi-
zjologicznego, podobnie jak brak standaryzacji czy tez
wykorzystywanie réznych modeli zwierzecych do bada-
nia patogenezy, zapobiegania lub leczenia tej samej cho-
roby moze przesadza¢ o trudnosciach interpretacyjnych
otrzymanych wynikéw. Do choréb cieszacych sie rosng-
cym zainteresowaniem badaczy, prowadzacych poszu-
kiwania z zakresu farmakologii eksperymentalnej jak
i klinicystéw, zalicza sie nadci$nienie ptucne (PH, pulmo-
nary hypertension). Definiuje sie je jako podwyzszenie
$redniego ci$nienia w tetnicy ptucnej (mPAP) = 25 mmHg
w spoczynku, oznaczone za pomocg cewnikowania pra-
wego serca [29]. Pierwsze leki dziatajace swoicie na tet-
niczki ptucne w ramach tzw. farmakoterapii celowane;
zarejestrowano w 1995 r. (FDA). Od tego czasu przepro-
wadzono ponad 600 badani interwencyjnych na mode-
lach zwierzecych [76]. Stuzyly zaréwno poszukiwaniu
nowych mozliwosci terapeutycznych, jak i wyjasnieniu
mechanizmdéw rozwoju tego schorzenia obejmujacych
liczne szlaki biochemiczne. Przyczyniat sie do tego ciezki
przebieg, wieloczynnikowy patomechanizm oraz - jak
dotad - brak mozliwosci petnego wyleczenia. O trafnosci
identyfikacji potencjalnie skutecznych substancji do dal-
szej oceny w prébach klinicznych decyduje wiele czyn-
nikéw, w tym dobdér wlasciwego modelu badawczego.
Obecnie nie jest znany model, ktéry w petni odzwier-
ciedlalby obraz kliniczny ,,ludzkiej” postaci choroby. 0d
modelu zwierzecego oczekuje sie powtarzalno$ci uzy-
skiwanych wynikéw, braku dziatan niepozadanych, nie-
wielkiej inwazyjno$ci oraz stosunkowo niskich kosztéw
prowadzonych eksperymentéw. Przyktadowy zakres
zmian hemodynamicznych i histopatologicznych, ktére
powinien obrazowaé eksperymentalny model tetniczego
nadci$nienia ptucnego w ,ludzkiej” postaci choroby
podsumowano w tabeli 1.

Modele zwierzece PH sa zréznicowane, réznice dotycza
zaréwno metodyki wywotania schorzenia (modele
genetyczne i niegenetyczne), jak i mechanizmu dzia-
tania poszczegdlnych czynnikéw indukujacych i wyni-
kajacych z niego zakresu zmian hemodynamicznych
i histopatologicznych w obrebie krazenia ptucnego
(serce i naczynia ptucne). Znajomo$é indukowanych
zmian, przy jednoczesnym krytycznym poréwnaniu
ich podobiefistwa do zmian jakie rozwijaja sie u ludzi
w przebiegu choroby, zwieksza szanse na przetoze-
nie wynikéw poszukiwari przedklinicznych na badania
kliniczne. Brak takiego przetozenia moze spowodo-
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Tabela 1. Przyktadowy zakres zmian hemodynamicznych i histopatologicznych, ktdre powinien obrazowac eksperymentalny model tetniczego nadciénienia

ptucnego,,ludzkiej” postaci choroby [19, 74]

Zmiany hemodynamiczne

Podwyzszenie sredniego cisnienia w tetnicy ptucnej (mPAP)
oraz cisnienia skurczowego w prawej komorze serca (RVSP)

Obnizenie pojemnosci minutowej serca (C0)

Zmiany histopatologiczne

Przerost migsnia prawej komory serca

Przebudowa tetnic ptucnych

Faza wczesna

Przerost btony $rodkowej oraz wewnetrznej tetnic ptucnych

Faza péina

Koncentryczne warstwowe widknienie bfony wewnetrznej tetnic ptucnych

Imiany splotowate

Poszerzenie tetnic ptucnych

Zakrzepica miejscowa (in situ)

Rozwdj zapalenia okotonaczyniowego

wa( to, ze potencjalne korzysci terapeutyczne, jakie
w ciggu ponad 20 lat wykazano w badaniach zwierze-
cych dla wielu testowanych substancji w PH, nie znala-
zty potwierdzenia w prébach klinicznych. Na przyktad
w badaniach eksperymentalnych wykazano wptyw
inhibitoréw reduktazy HMG-CoA (statyn) na odwré-
cenie/prewencje schorzenia przez: obnizenie parame-
tréw hemodynamicznych (ci$nienie w tetnicy ptucnej
- PAP i prawej komorze serca - RVP), a takze ograni-
czenie przerostu RV, remodelingu naczyn ptucnych
i pogrubienia mie$niéwki gtadkiej przez zmniejszenie
proceséw proliferacji, a nasilenie apoptozy komdrek
mie$ni gladkich (SMC) [79]. Wyniki nie znalazly pelnego
potwierdzenia w prébach klinicznych, a odnotowane
korzysci obejmowatly wprawdzie redukcje przerostu
prawej komory mieénia sercowego i obnizenie poziomu
markeréw zwigzanych z PAH (NTproBNP, P-selektyna),
ale mialy charakter przemijajacy [33, 93, 94].

W artykule opisano najczesciej wykorzystywane i naj-
lepiej poznane modele zwierzece w PH. Przedstawiona
analiza ma na celu ocene ich przydatnosci w poszu-
kiwaniu nowych lekéw w nadci$nieniu ptucnym oraz
w badaniu patomechanizmu choroby. Po krétkim omé-
wieniu postaci klinicznych oraz patomechanizmu
nadci$nienia ptucnego w artykule opisano: modele
klasyczne, ich modyfikacje (modele alternatywne),
model Sugenu w potaczeniu z ekspozycja na przewle-
kte niedotlenienie, modele indukcji PH zwigzanego
z wrodzonymi chorobami serca oraz modele gene-
tyczne. Przedstawiono mechanizm dziatania poszcze-
gblnych czynnikéw indukujacych PH oraz zakres
wywolywanych zmian charakteryzujacy poszczegdlne
modele. Odniesiono sie do zwigzanego z rozwojem PH
stopnia pogorszenia wybranych parametréw hemo-

dynamicznych (ci$nienie w prawej komorze serca
i w tetnicy ptucnej), jak i przerostu prawej komory
mie$nia sercowego oraz przebudowy tetnic ptucnych.
Omoéwiono technike i warunki indukcji nadci$nienia
ptucnego dla wybranych metod. Zwrécono uwage na
réznice miedzygatunkowe wykorzystywanych zwierzat
do$wiadczalnych. Podsumowano potencjalne korzysci
i ograniczenia omawianych modeli zwierzecych nadci-
$nienia ptucnego w badaniach przedklinicznych.

KLASYFIKACJA KLINICZNA | ZARYS PATOMECHANIZMU
NADCISNIENIA PLUCNEGO

Klasyfikacja kliniczna PH (V Swiatowe Sympozjum
Nadci$nienia Plucnego, Nicea, 2013) réznicuje pieé
gtéwnych grup schorzenia: 1 - tetnicze nadcisnie-
nie ptucne (PAH), 2 - PH spowodowane chorobami
lewej czesci serca, 3 - PH w przebiegu choréb ptuc i/
lub hipoksji, 4 - przewlekle PH zakrzepowo-zatorowe
(CTEPH), 5 - PH o niewyja$nionym i/lub wieloczyn-
nikowym patomechanizmie [18, 70]. Grupy te réznia
sie etiologia, epidemiologia, histopatologia, rokowa-
niem oraz podej$ciem terapeutycznym. Szczegdlnie
ciezka i postepujaca postacig jest tetnicze nadci$nie-
nie ptucne, nazywane réwniez ,,ztosliwym”, w kté-
rym moze doj$¢ do rozwoju ptucnej pleksogennej
arteriopatii [61, 74]. Zréznicowanie kliniczne nad-
ci$nienia ptucnego utrudnia wiasciwy dobér modelu
zwierzecego w badaniach przedklinicznych. Obecnie
wiekszo$¢é wykorzystywanych modeli zwierzecych
odzwierciedla zmiany charakterystyczne dla tetni-
czego nadci$nienia ptucnego. Zastosowanie opisanych
modeli zwierzecych w badaniach przedklinicznych
PH w klasyfikacji klinicznej schorzenia podsumowano
w tabeli 2.
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Tabela 2. Zastosowanie modeli zwierzecych nadcisnienia ptucnego w badaniach przedklinicznych do klasyfikacji klinicznej PH [57, 74]

Model zwierzecy Gatunek/szczep Postac kliniczna PH
Modele klasyczne
Ekspozycja na przewlekte niedotlenienie (hipoksje) (CH) myszy*, szczury*, cieleta, owce, Swinie grupa 1/3

Ekspozycja na przewlekte niedotlenienie szczuréw Fawn-hooded
(FH)

szczury FH grupa 1/3

Model monokrotaliny (MCT)

szczury*, owce, psy, $winie grupa 1

Modele alternatywne

Ekspozycja na MCT w pofaczeniu
zusunieciem lewego ptuca (LP)

szczury grupa 1

Ekspozycja na MCT w pofaczeniu
z przewlektym niedotlenieniem (CH)

szczury grupa 1/3

Sugen w potaczeniu z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie

Sugen w pofaczeniu z ekspozycja
na przewlekte niedotlenienie (CH)

myszy, szczury grupa 1/3

Modele indukgji PH zwigzanego z wrodzonymi chorobami serca

Banding tetnicy ptucnej (PAB) myszy*, szczury*, kozy grupa 1/2
Wytworzenie przecieku pomiedzy krazeniem systemowym
i ptucnym szczury*, owce, psy, Swinie grupa 1

(left-to-right shunt)

Modele genetyczne

Delecja genu BMPR2 myszy
Delecja genu receptora ET-B szczury
Delecja genu VIP myszy
Delecja genu NEP myszy

Delecja genu ApoE myszy grupa 1
Nadekspresja genu Ang-1 szczury
Nadekspresja genu IL-6 myszy
Nadekspresja genu biatka ST00A4/Mst1 myszy
Nadekspresja genu SERT myszy

* — gatunki najczeéciej wykorzystywane w badaniach przedklinicznych nadcisnienia ptucnego; Ang-1— angiopoetyna-1; ApoE — apolipoproteina E; BUPR2 —
receptor biatka morfogenetycznego kosci typu 2; CH — przewlekte niedotlenienie; ET-B — receptor typu B dla endoteliny 1; FH — szczury szczepu Fawn-hooded; IL-6 —
interleukina 6; LP — usunigecie lewego ptuca; MCT — monokrotalina; NEP — neprylizyna; PAB — banding tetnicy ptucnej; PH — nadcisnienie ptucne; SERT — transporter

serotoniny; VIP — wazoaktywny peptyd jelitowy.

Mimo duzego postepu w diagnostyce, farmakotera-
pii oraz rozwoju leczenia operacyjnego, nadci$nie-
nie ptucne nadal pozostaje chorobg nieuleczalng i jest
obarczone duzg $miertelnoscig. Obecnie stosowane leki
tagodza objawy kliniczne PH, poprawiaja jako$¢ zycia

pacjentéw i wydtuzajg czas przezycia, ale nie powoduja
catkowitego wyleczenia [17, 33]. Przyczyna moze by¢
wieloczynnikowy patomechanizm choroby, ktéry obej-
muje wiele szlakéw biochemicznych oraz rézne typy
komdrek i geny. Dotychczas wykazano, ze w przebiegu
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nadci$nienia ptucnego dochodzi do dysfunkcji $réd-
btonka tetnic ptucnych z zaburzeniem réwnowagi
miedzy szlakami sygnatowymi z udziatem substancji
o dziataniu wazodylatacyjnym, antymitotycznym i anty-
proliferacyjnym (tlenku azotu, prostacykliny - PGI2)
a substancjami o dziataniu prozapalnym, mitogennym
i wazokonstrykcyjnym (endotelina-1, tromboksan A2).
Zaburzenia powoduja przebudowe tetnic ptucnych oraz
wzrost ptucnego oporu naczyniowego (PVR). Dochodzi
do obcigzenia nastepczego prawej komory serca i prze-
rostu jej $cian. Zmiany powoduja rozwdj niewydolnosci
prawokomorowej serca. Tym niemniej wciaz poszukuje
sie nowych mechanizméw zaangazowanych w pato-
geneze nadci$nienia ptucnego, ktére pozwolg na opty-
malizacje obecnej farmakoterapii i odkrycie nowych
punktéw uchwytu lekédw. W tym celu wykorzystuje sie
modele zwierzece. Wérdd obecnie badanych Sciezek
sygnatowych znajduje sie szlak ptytkopochodnego czyn-
nika wzrostu (PDGF), czynnika wzrostu fibroblastéw
(FGF), czynnika wzrostu naskérka (EGF) oraz szlak RhoA
i jej kinaz. Zainteresowanie badaczy wzbudzaja réwniez
szlaki zwiazane z przekaZnictwem serotoninergicznym,
beta-adrenergicznym, uktadem renina-angiotensyna-
-aldosteron (RAAS), szlaki pobudzenia receptoréw akty-
wowanych proliferatorami peroksysoméw (PPAR) oraz
szlak aktywacji kanatéw potasowych [33].

MODELE KLASYCZNE

Model ekspozycji na przewlekle niedotlenienie

(hipoksje¢, CH)

Przewlekte niedotlenienie (CH, chronic hypoxia) jest
jedna z najcze$ciej wykorzystywanych metod induk-
cji nadci$nienia ptucnego u zwierzat doswiadczalnych.
Badania wykorzystujace te metode zapoczatkowano
w latach 70 XX w. [48]. Sugeruje sie zastosowanie tego
modelu w badaniach dotyczacych nadci$nienia ptuc-
nego, ktére rozwija sie w przebiegu choréb uktadu
oddechowego i/lub hipoksji (grupa 3). Zalicza sie
do nich m.in. przewleklg obturacyjng chorobe ptuc,
obturacyjny bezdech senny oraz §rédmigzszowa cho-
robe ptuc. Natomiast, jak podkreslaja eksperci, zastoso-
wanie modelu CH do badati innych postaci schorzenia,
w tym tetniczego nadci$nienia plucnego, moze by¢
obarczone btedem [65].

W omawianym modelu przewlekta hipoksja powoduje
przebudowe naczyn ptucnych. Dochodzi do maskula-
ryzacji malych tetniczek ptucnych przy jednoczesnym
wzroscie ekspresji a-aktyny komérek mieéni gtadkich
(SMC) oraz maskularyzacji tetnic miesniowych przed-
wlo$niczkowych. Przewlekte niedotlenienie powoduje
przerost i zesztywnienie tetnic proksymalnych [74].
Opisane zmiany zachodzg gtéwnie w warstwie blony
zewnetrznej oraz btony $rodkowej tetnic ptucnych. Sg
spowodowane migracjg i proliferacjag komérek mie$ni
gtadkich, akumulacja fibroblastéw, miofibroblastéw
oraz akumulacja sktadowych macierzy zewnatrzko-
mérkowej, takich jak: kolagen, elastyna, fibronektyna

i tenascyna. W wyniku przebudowy tetnic ptucnych
dochodzi do wzrostu ptucnego oporu naczyniowego
(PVR), $redniego ci$nienia w tetnicy plucnej (mPAP),
a takze do wzrostu ci$nienia skurczowego w prawej
komorze serca (RVSP) oraz jej przerostu. Malo jest jed-
nak doniesiei potwierdzajacych rozwéj niewydolno$ci
prawokomorowej serca w tym modelu [47, 69, 73, 83].

Ten powszechnie wykorzystywany w badaniach przed-
klinicznych model, opiera sie na wywotaniu przewle-
ktego niedotlenienia przez umieszczenie zwierzat
laboratoryjnych (myszy lub szczury) w komorze nor-
mobarycznej w warunkach hipoksji (stezenie tlenu
okoto 10%) lub w komorze hipobarycznej na 2-5 tygo-
dni [30, 60, 80, 81]. Wskazuje sie na pewne réznice
miedzygatunkowe oraz réznice miedzy szczepami
w odpowiedzi na przewlekle niedotlenienie. Przykta-
dowo, u myszy moze dochodzi¢ do mniejszej prze-
budowy naczyn ptucnych, co wynika z ograniczonej
proliferacji komdrek miesni gtadkich tetnic ptucnych
(PASMCs). Najbardziej podatnym szczepem na induk-
cje PH w tym modelu sg myszy C57BL6 [69]. Natomiast
ekspozycja nowo narodzonych cielagt na przewlekte
niedotlenienie powoduje rozwdj ciezszej postaci nad-
ci$nienia ptucnego w poréwnaniu do myszy i szczu-
réw. Inne gatunki zwierzat, takie jak: owce, §winie,
cieleta sg rzadziej wykorzystywane do badai nad PH,
ze wzgledu na ich rozmiar, wieksze koszty prowadzo-
nych eksperymentéw i wzgledy etyczne. Odpowiedz
na przewlekle niedotlenienie moze by¢ réwniez uwa-
runkowana wiekiem i picig zwierzat. Wykazano, ze
mtodsze osobniki sg bardziej podatne na dzialanie
przewlektej hipoksji. Natomiast u wszystkich gatun-
kéw zwierzat obserwuje sie stopniowg redukcje i nor-
malizacje powstatych zmian hemodynamicznych oraz
histopatologicznych w wyniku przerwania ekspozy-
cji na przewlekte niedotlenienie [48, 65, 74]. Opisane
réznice miedzygatunkowe w odpowiedzi na przewle-
kta hipoksje, ograniczaja wykorzystanie tego modelu
w badaniach przedklinicznych [57, 65].

Model przewlektego niedotlenienia charakteryzuje
sie powtarzalno$ciag oraz przewidywalno$cig wynikéw
otrzymanych z uzyciem wybranego szczepu zwierzat.
Jest to zaletag modelu, podobnie jak prosta technika
wywolania nadci$nienia ptucnego oraz relatywnie
niskie koszty [8]. Ograniczeniem jest to, ze przewlekte
niedotlenienie powoduje rozwéj nadci$nienia ptucnego
o umiarkowanym stopniu ciezko$ci. W dotychczasowych
badaniach eksperymentalnych nie udato sie wywota¢d
postaci przetrwatego PH; przerwanie ekspozycji na nie-
dotlenienie zwykle normalizuje zaindukowane zmiany
hemodynamiczne i histopatologiczne [2]. W prébach
przedklinicznych nie zaobserwowano réwniez charak-
terystycznych dla tetniczego nadcis$nienia ptucnego
zmian, takich jak: hiperplazja warstwy wewnetrznej tet-
nic plucnych, jej zwtéknienie oraz rozwéj zmian splo-
towatych. Wyjatkiem jest model przewlektej hipoksji
stosowany u szczuréw Fawn-hooded-FH (Fawn-hooded
rat pulmonary hypertension).
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Model przewleklego niedotlenienia szczurow Fawn

—hooded (FH)

Szczep ‘Fawn-hooded’ uzyskano w wyniku potacze-
nia szczepéw ‘German brown’, szczuréw ‘Albino’ oraz
‘Long Evan’s’ [65]. Poddanie tego szczepu warunkom
przewlektego niedotlenienia pozwala na wywota-
nie najciezszej postaci nadcisnienia ptucnego sposréd
wszystkich gatunkéw gryzoni wykorzystywanych w tym
modelu [74]. Jest to, jak na razie, jedyny model PH,
w ktérym w wyniku niedotlenienia spontanicznie roz-
wija sie postaé tetniczego nadci$nienia ptucnego.

Spontaniczny rozwdj nadci$nienia ptucnego u szczuréw
FH moze wynikaé z wrodzonego upo$ledzenia wychwytu
serotoniny w ptytkach krwi oraz zmniejszonej liczby
pecherzykéw ptucnych [74]. W mechanizmie induk-
cji PH wskazuje sie réwniez na udziat czynnika HIF-1a,
odpowiedzialnego za proliferacje komérek miesni gtad-
kich, jak i kanaléw potasowych oraz mitochondrialnych
reaktywnych form tlenu [5]. Ekspozycja szczuréw FH na
umiarkowana hipoksje przyspiesza rozwdj nadcisnienia
plucnego, co moze spowodowaé rozwdj ciezkiej postaci
choroby. Obserwuje sie wzrost $redniego ci$nienia w tet-
nicy plucnej, ci$nienia skurczowego w prawej komorze
serca i jej przerost oraz przebudowe naczyn ptucnych.
To ostatnie wynika z przerostu warstwy $rodkowej oraz
hiperplazji warstwy wewnetrznej tetnic ptucnych. Jed-
noczes$nie dochodzi do rozwoju nadci$nienia tetniczego
systemowego, co jest ograniczeniem tego modelu [65,
68]. Opisywany model jest wykorzystywany gtéwnie
w badaniach nad czynnikami genetycznymi, ktére pre-
dysponuja do rozwoju tetniczego nadci$nienia ptucnego.

Model monokrotaliny (MCT)

Metoda indukcji nadci$nienia ptucnego z uzyciem
monokrotaliny(MCT) zostata opisana po raz pierw-
szy w 1967 r. [37]. Obecnie modele oparte na iniekcji
monokrotaliny nalezg, oprécz przewlektej hipoksji, do
najczeséciej wykorzystywanych w badaniach ekspery-
mentalnych nad PH. Na przyktad, w ostatnich 15 latach
ponad 60% modeli do$§wiadczalnych tego schorzenia,
uzytych w poszukiwaniach nowych zwiazkéw o poten-
cjalnym zastosowaniu terapeutycznym w nadci$nie-
niu ptucnym, opierato sie na przewlektej ekspozycji na
MCT [76]. Na modelu MCT prowadzono réwniez préby
eksperymentalne, poprzedzajace zakoniczone sukcesem
badania kliniczne, oceniajace skuteczno$é substancji
pbzniej zarejestrowanych w terapii swoistej tetniczego
nadci$nienia ptucnego, takich jak: antagonisci receptora
endoteliny, inhibitory fosfodiesterazy-5, analogi prosta-
cykliny oraz najnowszy lek - seleksypag (EMA, 2016) [40,
55, 58].

Monokrotalina (MCT) jest toksycznym alkaloidem piroli-
zydynowym, otrzymywanym z nasion rosliny z gatunku
Crotalaria spectabilis. Za toksyczne dziatanie MCT odpo-
wiada jej aktywny metabolit - dehydromonokrotalina
(MCTP), ktéry powstaje w watrobie w wyniku dehy-

dratacji MCT z udziatlem izoenzymu cytochromu P-450
(CYP 3A4) [20]. Doktadny mechanizm indukcji nadci-
$nienia plucnego nie jest w petni poznany. Wiadomo,
ze dehydromonokrotalina uszkadza §rédbtonek naczyn
plucnych. Mechanizm dziatania MCTP jest réwniez zwig-
zany z rozwojem stanu zapalnego w wyniku akumulacji
komérek tucznych, makrofagéw w naczyniach ptucnych
oraz prozapalnych cytokin (m.in. IL-1f, IL-6) w obrebie
ptuc [71, 74, 77]. W modelu MCT obserwuje sie wzmo-
zona proliferacje komérek mies$ni gtadkich w $cianach
tetnic ptucnych, przy wzroécie ich opornosci na apop-
toze oraz nasilenie apoptozy komdrek $rédbtonka.
Nastepstwem wyzej opisanych proceséw jest przebu-
dowa naczyni ptucnych; dochodzi do maskularyzacji
$cian tetnic plucnych, zwlaszcza matych naczyn. Obser-
wuje sie takze przerost i hiperplazje warstwy srodkowe;j
oraz przerost tkanki tagcznej w warstwie zewnetrznej
i wewnetrznej tetnic ptucnych. Zmiany patomorfolo-
giczne w tetnicach ptucnych prowadza do podwyzszenia
$redniego ci$nienia w tetnicy ptucnej, ci$nienia skur-
czowego w prawej komorze mie$nia sercowego i jej
przerostu, a w konsekwencji do rozwoju niewydolnosci
prawokomorowej serca [20, 58].

Technika wywotania nadci$nienia ptucnego w tym
modelu polega na pojedynczym, podskérnym (s.c.) lub
dootrzewnowym (i.p.) wstrzyknieciu monokrotaliny
w dawkach 40-80 mg/kg masy ciata (m.c.). Najczesciej
stosowana jest dawka 60 mg/kg m.c., czas wywolania
PH wynosi zwykle 3-4 tygodnie [13, 27]. Zaréwno wiel-
ko$¢ zastosowanej dawki MCT, jak i czas indukcji, moze
wplywaé na intensywno$¢ wywotanych zmian [58].
Gatunkiem preferowanym w modelu monokrotaliny
jest szczur. Pozostate gatunki wykorzystywane w bada-
niach nad PH, takie jak myszy lub psy, nie metabolizuja
MCT do jej aktywnej postaci ze wzgledu na odmienne
szlaki zaangazowane w metabolizm watrobowy zwiazku.
W takim przypadku, w celu wywotania PH sugeruje sie
podanie aktywnej MCTP [69, 74]. Wywotane nadci$nienie
ptucne charakteryzuje jednak mniejszy przerost mie$nia
prawej komory serca oraz przebudowa naczyr ptucnych
w poréwnaniu do szczuréw. Wieksze ssaki, np. psy czy
$winie, sg rzadziej wykorzystywane w modelu MCT [57,
58].

Modelowi MCT przypisuje sie przewidywalno$¢ i powta-
rzalno$¢ otrzymywanych wynikéw w odniesieniu do
wybranego szczepu zwierzat oraz prostg technike induk-
cji w potaczeniu z relatywnie niskimi kosztami. Poda-
nie monokrotaliny umozliwia wywotanie wielu zmian
odzwierciedlajacych obraz kliniczny schorzenia u ludzi.
W przeciwietistwie do modelu przewlektego niedotlenie-
nia, MCT indukuje ciezka posta¢ nadci$nienia ptucnego.
Ograniczenia zastosowania tego modelu w badaniach
przedklinicznych wynikaja z réznic miedzygatunkowych
zwierzat do$wiadczalnych oraz braku rozwoju zmian
splotowatych. Nie bez znaczenia pozostaje znaczna tok-
syczno$¢ monokrotaliny i zwigzana z tym duza $mier-
telno$é zwierzat. Dotyczy to zwlaszcza zastosowania
wysokich dawek zwiazku czy dtugiego, tj. powyzej 35
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dni czasu indukcji. Monokrotalina moze powodowaé
niekorzystne uszkodzenie watroby, nerek oraz serca.
Zmiany opisywane w literaturze jako ,,syndrom MCT”,
nie wystepuja w przebiegu rozwoju nadci$nienia ptuc-
nego u ludzi [20, 58].

MODYFIKACJE MODELI KLASYCZNYCH (MODELE
ALTERNATYWNE) — MODELE £ACZACE EKSPOZYCJE NA
MONOKROTALINE (MCT) Z USUNIECIEM LEWEGO PLUCA (LP)
LUB PRZEWLEKLA HIPOKSJA (CH)

Brak idealnego modelu zwierzecego, ktéry odzwiercie-
dlatby nadci$nienie ptucne w ciezko$ci i obrazie klinicz-
nym odpowiadajacym ,,ludzkiej” postaci tego schorzenia,
sktonit badaczy do dalszych prac nad metodami wywotania
PH. Zaproponowano wiele modyfikacji modeli klasycznych
i okreslono je wspélnym mianem modeli alternatywnych.
Dotychczasowe do$wiadczenia z modelami alternatywnymi
potwierdzaja zaktadane korzysci zwigzane z wywotaniem
ciezszej i nieodwracalnej postaci nadci$nienia ptucnego.
Obserwuje sie przebudowe naczyn ptucnych z charakte-
rystycznymi zmianami splotowatymi oraz warstwa neo-
intima, co stanowi o przewadze powyzszych modeli nad
metodami klasycznymi [74].

Modyfikacje modelu monokrotaliny przez usuniecie
lewego ptuca (LP, left pneumonectomy) (LP+MCT) lub
przewleklej ekspozycji na niedotlenienie (MCT+CH) wywo-
tuja ciezka postaé nadciénienia ptucnego. W poréwnaniu
do metod klasycznych uzyskano dalsze pogorszenie para-
metréw hemodynamicznych (mPAP, RVSP) oraz wiekszy
przerost prawej komory serca, co prowadzi do rozwoju nie-
wydolnosci prawokomorowej serca. Opisany w modelach
alternatywnych obraz patomorfologiczny tetnic ptucnych,
w tym: koncentryczne zwléknienia warstwy neointima,
zmiany splotowate oraz okluzja naczyn z obecnymi skrze-
plinami fibryny [54, 89] nie byt obserwowany w modelach
CHiMCT [57, 59].

Metoda eksperymentalna taczaca monokrotaline z usu-
nieciem lewego ptuca zostala po raz pierwszy zastosowana
w latach 90. ub.w. Dowiedziono, ze usuniecie lewego ptuca
wywoluje zaburzenia hemodynamiczne, w tym podwyz-
szenie ci$nienia tetniczego krwi oraz ptucnego przeptywu
krwi, co w potaczeniu z toksycznym dziataniem mono-
krotaliny indukuje ciezka posta¢ PH. MCT (60 mg/kg m.c.,
s.c. lub ip.) podaje sie 7 dni po usunieciu lewego ptuca.
Okres wywotania PH wynosi zwykle 4 tygodnie od poda-
nia monokrotaliny. Gatunkiem z wyboru jest szczur [15, 44,
45]. W modelach faczacych MCT z przewlekla ekspozycja
na hipoksje, zwierzeta umieszcza si¢ w komorze normoba-
rycznej lub hipobarycznej, a nastepnie poddaje jednora-
zowej iniekcji monokrotaliny (60 mg/kg m.c., s.c. lub ip.).
Okres wywotania wynosi zwykle 2-4 tygodnie od podania
monokrotaliny, gatunkiem z wyboru jest szczur [41].

Jak wynika z przegladu literatury [48], opisane wyzej
metody, cho¢ lepiej odzwierciedlaja patomorfologie
naczyn ptucnych, nie sa tak powszechnie wykorzy-
stywane w badaniach przedklinicznych nad nowymi

lekami w PH jak modele klasyczne. W ostatnich 15 latach
w mniej niz 5% eksperymentach na zwierzetach zasto-
sowano modyfikacje metody monokrotalinowej [76].
Prawdopodobnie moze to by¢ zwigzane z pozostajacym
na razie znacznym ryzykiem toksycznosci i §miertelno-
$cig zwierzat. Nie bez znaczenia pozostajg takze wyzsze
koszty prowadzonych bada [57, 68].

Po raz pierwszy model oparty na potaczeniu Sugenu
z ekspozycja na przewlekte niedotlenienie zostat opi-
sany przez Taraseviciene-Stewart i wsp. w 2001 r. Bada-
nie przeprowadzono na szczurach [78].

Sugen (SU-5416, semaxinib) poczatkowo badano pod
katem jego potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworo-
wej. Jako inhibitor receptora typu 2 (VEGF-R2) czynnika
wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF), nalezagcego
do rodziny receptoréw kinazy tyrozynowej, SU-5416
powoduje apoptoze komérek §rédbtonka naczyn krwio-
no$nych [65, 67]. W wyniku ekspozycji na Sugen w pota-
czeniu z przewlektym niedotlenieniem dochodzi do
proliferacji komdrek §rédbtonka odpornych na proces
apoptozy. Obserwuje sie réwniez rozrost warstwy $réd-
blonkowej wraz z okluzja naczynh przedwto$niczkowych
i rozwdj zmian splotowatych [35, 57, 74]. Dochodzi do
zmian o charakterze przerostowym w obrebie warstwy
$rodkowej tetniczek ptucnych, spowodowanych proli-
feracja komérek miesni gtadkich, ich maskularyzacji,
a takze rozwoju warstwy neointimy. Na przyktad zmiany
splotowate w matych tetnicach ptucnych pojawiajg sie
u szczurdw w péZnym etapie rozwoju nadci$nienia ptuc-
nego, tj. 210 tygodni po zakoniczonej ekspozycji na prze-
wlekte niedotlenienie [1, 9, 19, 68].

Technika indukcji nadci$nienia ptucnego polega na
pojedynczym podaniu Sugenu (20 mg/kg m.c., s.c.),
a nastepnie umieszczeniu zwierzat w komorze normo-
lub hipobarycznej na 3-4 tygodnie. Opcjonalnie po
zakoniczonej ekspozycji na przewlekte niedotlenienie,
zwierzeta laboratoryjne utrzymuje sie w warunkach
normoksji przez kilka tygodni [56]. Brak redukcji badz
normalizacji wywotanych wcze$niej zmian, §wiadcza
o przetrwalym i nieodwracalnym charakterze PH. Meto-
dyke indukcji PH w tym modelu przedstawiono na ryc.
1; do badar wybrano szczura. Wykazano pewne réznice
w odpowiedzi na wywotanie schorzenia w wykorzysty-
wanych szczepach zwierzat. Jak dotad, szczep Sprague-
-Dawley okazat sie najbardziej podatny na rozwéj zmian
zwigzanych z PH w opisywanym modelu do§wiadczal-
nym [34].

Ciuclan i wsp. w 2011 r. zaproponowali modyfika-
cje modelu z przeznaczeniem dla myszy. W tym przy-
padku, Sugen (20 mg/kg m.c., s.c.) podaje sie co 7 dni
przez 3-4 tygodnie. W tym czasie myszy sa umiesz-
czone w komorze normo- lub hipobarycznej. Okazato
sie jednak, ze u myszy rozwija sie ,,lzejsza” postaé cho-
roby; przebudowa naczyti ptucnych jest mniejsza, bez
charakterystycznych zmian splotowatych, a parame-
try hemodynamiczne (RVSP, mPAP) osiggaja mniejsze
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warto$ci. W wyniku przerwania ekspozycji na hipoksje,
dochodzi do poprawy hemodynamiki prawej komory
mie$nia sercowego wraz z ograniczeniem jej zmian
przerostowych. Dlatego tez w dalszym ciggu prowa-
dzi sie badania nad uzyskaniem ,,mysiej” nieodwracal-
nej postaci nadci$nienia ptucnego z wykorzystaniem
Sugenu jako czynnika indukujacego [5, 69, 82, 85].

Model Su+CH jest coraz cze$ciej wykorzystywany
w badaniach przedklinicznych nadci$nienia ptucnego,
a zwlaszcza tetniczego nadci$nienia ptucnego. Przypi-
suje mu sie duze znaczenie praktyczne ze wzgledu na
indukcje ciezkiej postaci nadci$nienia plucnego oraz
odzwierciedlenie pleksogennej arteriopatii ptucnej
charakterystycznej dla PAH. Wskazuje sie réwniez na
mniejsza toksyczno$é oraz wieksza przezywalno$é zwie-
rzat laboratoryjnych w poréwnaniu do obecnie najcze-
$ciej wykorzystywanego modelu MCT [65]. Potencjalne
ograniczenia modelu Su+CH wynikaja z braku rozwoju
zapalenia okotonaczyniowego oraz réznic w obrazie
histopatologicznym zmian splotowatych u zwierzat
do$wiadczalnych i ludzi [7, 57, 74].

Ekspozycja na przewlekte niedotlenienie nie jest
konieczna do wywotania ciezkiej postaci nadci$nienia
plucnego. Podobny zakres zmian hemodynamicznych
i histopatologicznych uzyskuje sie wskutek potacze-
nia SU-5416 z usunieciem lewego ptuca lub z podaniem
albuminy jaja kurzego (ovalbumin) [25, 52].

ZWIERZECE MODELE INDUKCJI PH ZWIAZANEGO
ZWRODZONYMI CHOROBAMI SERCA

Jak wynika z przedstawionej wczesniej klasyfikacji, nad-
ci$nienie ptucne moze by¢ nastepstwem wrodzonych
wad serca, w przebiegu ktérych dochodzi do przecia-
zenia prawej komory serca (RV), jej przebudowy oraz
dysfunkcji [18]. Dla odzwierciedlenia patomorfologii
i dysfunkcji RV zaprojektowano modele bazujace na zwe-
zeniu tetnicy ptucnej, tzw. bandingu (PAB, pulmonary
artery banding) [46, 84] oraz wytworzeniu przecieku
miedzy krazeniem systemowym i ptucnym (left-to-right
shunt) [65]. Modele te sa takze wykorzystywane w bada-
niach nad nowymi czgsteczkami majacymi odwracaé lub
zapobiega¢ zmianom zwigzanymi z przebudowa i dys-
funkcja RV [4, 42].

Model indukcji PH oparty na technice bandingu tetnicy
ptucnej lub wytworzeniu przecieku left-to-right shunt
powoduje obcigzenie prawej komory serca, co skutkuje
jej dalszym wibknieniem oraz przerostem. Zaobserwo-
wano takze przebudowe i zwiSknienie tetnic ptucnych,
w tym zmiany splotowate [4, 57, 68].

Metode oparta na bandingu tetnicy ptucnej zapro-
ponowano dla celéw farmakologii do§wiadczalnej na
poczatku XXI w. [12, 48]. W badaniach wykorzystuje sie
gtéwnie szczury i myszy. Poczgtkowo zwierzeta podda-
wano lewej torakotomii, a nastepnie przez umieszczenie
igly wzdtuz tetnicy ptucnej, uzyskiwano zwezenie $wia-

tta tetnicy ptucnej do $rednicy odpowiadajacej $red-
nicy igly [14, 28]. Obecnie opracowano nowa metode
polegajaca na wykorzystaniu specjalnych pétzamknie-
tych klipséw, ktére umieszcza sie wokdt tetnicy ptucnej,
powodujac zwezenie jej $wiatta. Zmodyfikowana tech-
nika jest mniej skomplikowana i lepiej odzwierciedla
dysfunkcje prawej komory serca. Zapewnia takze lepsza
przezywalno$¢ okotooperacyjng zwierzat [26, 51, 57].

Model PH oparty na wytworzeniu przecieku miedzy
krazeniem systemowym i ptucnym polega najczesciej
na potgczeniu aorty oraz zyly gléwnej gérnej. W bada-
niach eksperymentalnych wykorzystuje sie zwierzeta
do$wiadczalne, takie jak psy, $winie, owce, szczury, cie-
leta [43, 64].

Wskazuje sie na przydatno$¢ opisanych modeli w bada-
niach nad tetniczym nadci$nieniem ptucnym, ktérego
rozwdj jest spowodowany wrodzonymi chorobami serca
oraz nadci$nieniem ptucnym spowodowanym choro-
bami lewej czeéci serca. Potencjalne ograniczenia wyni-
kaja z wysokiej $miertelnos$ci zwierzat doswiadczalnych
oraz techniki indukcji PH opartej na ingerencji chirur-
gicznej, ktéra wymaga dodatkowych umiejetnosci [57].

MODELE GENETYCZNE

W ostatnich latach wraz z rozwojem mozliwosci
inzynierii genetycznej obserwuje sie rosnace zain-
teresowanie modelami zwierzecymi genetycznie
modyfikowanymi. Dotyczy to takze badat nadci$nie-
nia ptucnego; w patogenezie tego schorzenia duze
znaczenie przypisuje sie mutacjom gendéw kodujg-
cych czasteczki lub biatka receptoréw uczestnicza-
cych w szlakach sygnatowych zwiazanych z rozwojem
PH. U niektérych oséb chorych na tetnicze nadci-
$nienie ptucne dochodzi do mutacji genu kodujacego
receptor typu 2 dla biatka morfogenetycznego kosci
(BMPR2) oraz mutacji i genéw kodujacych kinaze
podobna do receptora aktywiny-1 i endogliny.
Wykazano takze rzadkie mutacje heterozygotyczne
w genach kodujacych biatka, takie jak kaweolina-1
(CAV1) i biatka kanalu potasowego kodowanego
przez gen KCNK3 [18]. Dotychczasowe badania eks-
perymentalne nad patogeneza PH wskazuja na udziat
w rozwoju schorzenia mutacji gendéw kodujacych
takie biatka jak: endotelina-1 (ET-1), neprylizyna
(NEP), serotonina czy wazoaktywny peptyd jeli-
towy (VIP). Bylo to punktem wyjscia do opracowa-
nia nowych modeli modyfikowanych genetycznie. Sg
obecnie czesta alternatywa dla klasycznych modeli
opartych na iniekcji monokrotaliny lub wywota-
niu przewlektej hipoksji. Proponowane modyfikacje
genetyczne majg zapewnié wywotanie pewnej cechy
lub choroby przez wstawienie do genomu fragmentu
DNA lub jego usuniecie (knock-out). W przypadku
nadci$nienia ptucnego dotycza one genéw koduja-
cych biatka uczestniczacych w szlakach sygnatowych
zwigzanych z patomechanizmem PH. Modelom gene-
tycznym przypisuje sie duzg role w badaniach nad
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etiologig oraz molekularnym i fizjologicznym podto-
zem tego schorzenia. Ze wzgledu na stosunkowo tatwa
ingerencje genetyczna, gatunkiem najcze$ciej wykorzy-
stywanym sa myszy, a ograniczeniem tego typu modeli
- wysokie koszty eksperymentéw [57].

W jednym z najczesciej stosowanych modeli genetycz-
nych nadci$nienia ptucnego wykorzystuje sie mutacje
genu BMPR2. Gen ten koduje receptor typu 2 biatka
morfogenetycznego kosci (BMP), ktéry odpowiada
za prawidtowa proliferacje komérek naczyn krwiono-
$nych. Heterozygotyczne mutacje genu BMPR2 wykryto
u okoto 75% chorych na dziedziczne PAH i u 25 % cho-
rych na postaé idiopatyczng schorzenia. Do mutacji
dochodzi w $rédbtonku i miesnidwce gladkiej tetnic
ptucnych [17, 48]. W badaniach przedklinicznych wyko-
rzystuje sie modele na myszach. Model oparty na delecji
eksondéw 4 i 5 genu BMPR2 okazat sie niewystarczajacy.
Homozygoty cechowata wysoka $miertelno$é juz w fazie
rozwoju zarodkowego. Heterozygoty rozwijaly tagodna
postaé PH pozbawiong wielu zmian zwigzanych z rozwo-
jem PH u ludzi, w tym przerostu prawej komory mie$nia
sercowego [3, 57, 87]. Rozwigzaniem okazal sie model
zwigzany z mutacjg dominujaca negatywna genu BMPR2
w komdrkach mieéni gtadkich tetnic ptucnych. Mutacja
powoduje rozwéj nadci$nienia ptucnego z pogorszeniem
parametréw hemodynamicznych (RVSP, mPAP), prze-
rost prawej komory serca oraz maskularyzacje matych
tetniczek. W badaniach obserwowano takze rozwdj
zmian splotowatych [87, 92].

Wiedza o udziale endoteliny-1 (ET-1) w patomecha-
nizmie nadci$nienia ptucnego wykorzystano zaréwno
w badaniach nad zastosowaniem terapeutycznym jej
inhibitoréw, jak i opracowaniem zwierzecych modeli
do$wiadczalnych. Endotelina-1 dziata poprzez dwa typy
receptoréw: ET-A oraz ET-B, ktére naleza do rodziny
receptoréw sprzezonych z biatkiem G. Receptory typu
ET-A i ET-B wystepuja gtéwnie w komérkach miesni
gtadkich tetnic ptucnych, a receptory typu ET-B sa takze
liczne w komérkach $rédbtonka naczyn krwionosnych.
Aktywacja receptoréw ET-A i ET-B w komérkach miesni
gtadkich prowadzi do skurczu tetnic ptucnych i moze
powodowad nadmierng proliferacje oraz przebudowe
naczyf krwiono$nych. Aktywacja receptoréw ET-B
w komérkach $rédbtonka powoduje rozkurcz tetnic puc-
nych, w wyniku uwalniania tlenku azotu (NO) oraz pro-
staglandyn. U 0séb cierpigcych na nadci$nienie ptucne
dochodzi do podwyzszenia pozioméw endoteliny-1
wynikajacych prawdopodobnie z zaburzenia réwnowagi
miedzy aktywno$cig receptoréw ET-A oraz ET-B [68].
W badaniach przedklinicznych wykorzystuje sie mody-
fikowane genetycznie szczury z niedoborem receptoréw
ET-B, ktére poddaje sie dodatkowo dziataniu MCT lub
przewlektej hipoksji. Dodatkowa ekspozycja szczuréw
na monokrotaline przyczynia sie do wywotania ciezkiej
postaci nadci$nienia ptucnego, z rozwojem warstwy neo-
intima i zapaleniem okotonaczyniowym w ptucach [31,
32]. Jednak szlak sygnatowy zwiazany z ET-1 stat sig jed-
nym z trzech gtéwnych punktéw uchwytu dla zareje-

strowanych lekéw - selektywnych (ambrisentan) badz
nieselektywnych (bozentan, macytentan) antagonistéw
receptoréw endoteliny ET-A i ET-B stosowanych w celu
odwrdcenia niekorzystnych zmian w nadci$nieniu ptuc-
nym.

Inna modyfikacja genetyczna wykorzystywana do badan
nad PH ukierunkowana jest na wazoaktywny peptyd
jelitowy (VIP). Punktem uchwytu jest ograniczenie
ekspresji genu tego neuropeptydu o dziataniu prze-
ciwzapalnym i antyproliferacyjnym na komérki mie$ni
gtadkich naczyti krwiono$nych oraz wazodylatacyjnym
na miesnie gtadkie drég oddechowych [10, 91]. U oséb
cierpiacych na nadci$nienie ptucne moze dochodzi¢ do
zmniejszenia ekspresji VIP w ptucach. Wykorzystano to
do opracowania modelu eksperymentalnego, w ktérym
poprzez delecje genu VIP u myszy, wywoluje si¢ umiar-
kowana lub ciezkg postaé nadci$nienia ptucnego. Docho-
dzi wéwczas do wzrostu ci$nienia skurczowego w prawej
komorze serca i jej przerostu. Tetnice ptucne ulegajg
przebudowie wraz z przerostem mie$niéwki gtadkiej
tetnic i matych tetniczek, a takze rozwojem zapalenia
okotonaczyniowego w plucach. Model charakteryzuje
jednak wysoka $miertelno$¢ wérdd zwierzat do$wiad-
czalnych [66].

Neprylizyna (NEP) to transblonowa metaloendo-
peptydaza, ktéra katalizuje rozktad wielu peptyddw,
rozpowszechnionych w fibroblastach, komérkach §réd-
btonka oraz miesni gtadkich tetnic ptucnych, takich
jak: przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP),
bradykinina, endotelina-1 czy angiotensyna II. Jak
wykazano, ograniczenie ekspresji NEP moze wzmaga¢
migracje i proliferacje tych komérek, co prowadzi do
przebudowy tetnic ptucnych i rozwoju nadci$nienia
ptucnego [36, 90]. Takie ograniczenie syntezy biatka
NEP stwierdza sie u oséb z PH. Stato sie to punktem
wyj$cia do opracowania modelu, w ktérym przez dele-
cje genu NEP u myszy, poddanym dodatkowo hipok-
sji przez kilka tygodni, dochodzi do rozwoju ciezkiej
postaci schorzenia z pogorszeniem parametréw hemo-
dynamicznych, przerostem prawej komory serca oraz
maskularyzacja tetnic ptucnych [57].

Powszechnie wiadomo, ze apolipoproteina E (ApoE)
bierze udziat w redukcji utlenowanych lipidéw o niskiej
gestosci i tym samym zapobiega rozwojowi miazdzycy
tetnic [21]. Te whadciwo$¢é wykorzystano do opraco-
wania innego zwierzecego modelu nadcisnienia ptuc-
nego. U transgenicznych myszy z deficytem genu
ApoE, otrzymujacych diete wysoko tluszczows, rozwija
sie spontanicznie nadci$nienie ptucne z opisywanymi
wcze$niej charakterystycznymi zmianami w hemody-
namice i przebudowa w obrebie krazenia ptucnego [24].
Jak sie okazato, zmianom tym towarzyszy obnizona
ekspresja adiponektyny (APN), hormonu polipep-
tydowego o dziataniu przeciwzapalnym, ktéry regu-
luje wrazliwo$¢ tkanek na insuline. Hipoteza o udziale
samej adiponektyny w patomechanizmie PH znalazta
potwierdzenie w zaproponowanym modelu zwierze-
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cym, opartym na braku genu adiponektyny APN. Opi-
sane tu skrétowo modele sg obecnie wykorzystywane
m.in. w badaniach nad powiazaniem rozwoju nadciénie-
nia ptucnego z insulinooporno$cia i otytoscia [48, 62, 75,
86].

W patomechanizmie rozwoju PH niewatpliwie istotna
role odgrywa proces zapalny. W przebiegu tego schorze-
nia dochodzi do podwyzszenia poziomu wielu czynni-
kéw prozapalnych, a jednym z nich jest interleukina-6
(IL-6). Ta prozapalna cytokina, jest wytwarzana gtéwnie
przez limfocyty T i makrofagi, komérki mie$ni gtad-
kich oraz w zewnetrznej btonie naczyn krwionosnych.
Jej poziom w surowicy u 0séb chorych na tetnicze nad-
ci$nienie ptucne moze korelowaé z ciezkoscia choroby
i przezywalno$cia pacjentéw [16, 23]. Do celéw far-
makologii eksperymentalnej wykorzystuje sie myszy,
u ktérych przez modyfikacje genetyczng uzyskano
nadekspresje IL-6 i w nastepstwie - rozwéj nadcisnienia
plucnego. Dodatkowa ekspozycja zwierzat na przewlekte
niedotlenienie indukuje ciezsza posta¢ PH. Model
charakteryzuje sie podwyzszeniem ci$nienia skurczo-
wego w prawej komorze serca, przerostem mie$nia
prawej komory serca, maskularyzacja tetnic ptucnych,
rozwojem pleksogennej arteriopatii ptucnej oraz
zapaleniem okotonaczyniowym. Jak zaobserwowano
w opisywanym modelu, nadekspresji IL-6 towarzyszy
zwiekszenie aktywnosci czynnikéw proangiogennych,
proproliferacyjnych i antyapoptycznych, co ttumaczy
mechanizm wywotania przebudowy naczyn krwiono-
$nych, a zarazem podkresla role samej IL-6 w rozwoju
nadci$nienia ptucnego [72, 74].

W modelu genetycznym, wykorzystywanym w bada-
niach nad patomechanizmem PH, wywotuje sie nade-
kspresje angiopoetyny-1 (Ang-1). Angiopoetyna-1 to
ligand glikoproteinowy wydzielany przez komérki mie-
$ni gladkich, ktéry dziata przez receptor TIE-2 zwig-
zany z kinaza tyrozynowa. Bedac agonistg TIE-2, Ang-1
bierze udzial w procesach angiogenezy i stabilizuje
sie¢ naczyn krwionoénych, dziatajac synergistycznie
z VEGF. Wykazano, ze w wyniku wzmozonej ekspresji
Ang-1 moze dochodzi¢ do rozwoju nadcis$nienia ptuc-
nego. W badaniach na szczurach obserwowano podwy?z-
szenie ci$nienia skurczowego w prawej komorze serca
oraz maskularyzacje matych tetniczek plucnych, ale bez
towarzyszacego zapalenia okotonaczyniowego. Dalsze
zastosowanie tego modelu do badat przedklinicznych
wymaga jednak potwierdzenia ze wzgledu na jeszcze
niewyjasniony zwiazek miedzy podwyzszeniem Ang-1
arozwojem PH u ludzi [39, 65].

Innym czynnikiem majacym uczestniczy¢é w rozwoju
choroby jest serotonina [38]. Hipoteze te potwierdzaja
podwyzszone poziomy serotoniny we krwi oraz w tkan-
kach ptuc pobranych od 0séb z idiopatycznym PAH oraz
zwiekszona ekspresja blonowego transportera seroto-
niny (SERT). Serotonina bierze udzial w przebudowie
plucnych naczyn krwiono$nych przez indukeje proli-
feracji i migracji komérek miesni gtadkich tetnic ptuc-

nych i fibroblastéw [13, 50, 53]. Dziatajac przez receptory
5-HT1B oraz 5-HT2A powoduje skurcz naczyn krwiono-
$nych. Obecnie w badaniach przedklinicznych wyko-
rzystuje sie model myszy, u ktérych za posrednictwem
modyfikacji genetycznych uzyskano nadekspresje bto-
nowego SERT. Powyzsze zabiegi pozwolily na pod-
wyzszenie poziomu ci$nienia skurczowego w prawej
komorze serca, wywotanie jej zmian przerostowych oraz
na maskularyzacje matych tetnic ptucnych. Jak obserwo-
wano, dodatkowa, kilkutygodniowa ekspozycja zwierzat
na przewlekte niedotlenienie poteguje opisane zmiany
hemodynamiczne i patomorfologiczne [49, 69, 88].

Biatko S100A4/Mst1 nalezy do rodziny biatek wiazacych
wapn, ktdre sa zaangazowane w procesy proliferacji, réz-
nicowania i apoptozy komérek [57]. U okoto 5% myszy
z nadekspresja biatka S100A4/Mst1 dochodzi do przebu-
dowy naczyn ptucnych z charakterystycznymi dla ,,ludz-
kiej” postaci PAH zmianami splotowatymi i rozwojem
warstwy neointima, rzadko obserwowanymi w mode-
lach zwierzecych. Oprécz przebudowy tetnic ptucnych,
obserwuje sie takze u zwierzat do$wiadczalnych pogor-
szenie parametréw hemodynamicznych (RVSP, mPAP).
Dodatkowa ekspozycja myszy na przewlekle niedotlenie-
nie powoduje rozwdj ciezszej postaci PH z towarzyszg-
cym rozwojem zapalenia okolonaczyniowego. Opisane
zmiany obserwuje sie gtéwnie u samic myszy, co umoz-
liwia dodatkowe zastosowanie tego modelu w badaniach
nad wptywem plci w patogenezie nadci$nienia ptuc-
nego [11, 22, 48].

PODSUMOWANIE

Wieloczynnikowa etiologia nadci$nienia ptucnego oraz
nieuleczalno$¢ choroby sktaniajg do poszukiwan nowych
punktéw uchwytu dla potencjalnych lekéw o dziata-
niu terapeutycznym. Préba analizy dotychczas opra-
cowanych modeli zwierzecych nadci$nienia ptucnego
potwierdza ich duze znaczenie w badaniach przedkli-
nicznych. Prowadzone szeroko badania z udziatem zwie-
rzat do$wiadczalnych poszerzajg dotychczasowa wiedze
o szlakach sygnatowych zaangazowanych w patomecha-
nizm nadci$nienia ptucnego. Ma to utatwié petne wyja-
$nienie molekularnego podtoza schorzenia i zapewni¢
optymalizacje dotychczasowej terapii. Modele zwie-
rzece sa takze wykorzystywane w badaniach nad zasto-
sowaniem nowych czasteczek dziatajacych swoiécie na
PH. W przeciggu ostatnich kilku lat przebadano ponad
200 takich substancji. Mozna je zaklasyfikowa¢ do wielu
grup terapeutycznych, takich jak: inhibitory reduktazy
HMG-CoA (np. simwastatyna, rozuwastatyna, atorwasta-
tyna); inhibitory kinazy tyrozynowej (imatynib), inhibi-
tory kinazy RhoA (fasudil, Y-27632), leki dziatajace na
uktad RAAS (adenozyna, enalapril, losartan), na przekaz-
nictwo serotoninergiczne (fluoksetyna, tergurid, citalo-
pram), dichlorooctan czy tez wiele zwiazkéw o dziataniu
przeciwzapalnym (infliximab, deksametazon, rapamy-
cyna), antyoksydacyjnym (erdosteina, N-acetylocyste-
ina) i antyproliferacyjnym (metformina, batimastat).
W kregu zainteresowar badaczy znalazly sie tez zwiazki
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pochodzenia roslinnego (np. resweratrol, kwercetyna,
ruskogenina). Jak wcze$niej wspomniano, mimo obie-
cujacych wynikéw uzyskanych na zwierzetach dla
wiekszo$ci z wyzej wymienionych substancji, bada-
nia kliniczne nie potwierdzaja spodziewanych korzy-
$ci. Wielokrotnie podkre$lano, ze przy wielu prébach
nie opracowano dotychczas idealnego modelu zwierze-
cego nadci$nienia ptucnego. Obecnie wykorzystywane,
cechuje duza réznorodnosé w odniesieniu do czynni-
kéw indukujacych PH i mechanizméw ich dziatania
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